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BAB IV 
METODE PENELITIAN 
4.1 Jenis Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan jenis penelitian dengan true 
experimental menggunakan metode the post test only control group design yang 
dimana sampel diambil secara acak (random) dan di bagi menjadi 6 kelompok 
terdiri dari yaitu, 3 kelompok kontrol yakni kontrol positif (K+), kontrol negatif 
(K-) dan kontrol sehat (Ks) dan 3 kelompok perlakuan yakni P1, P2, dan P3. 
4.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
4.2.1 Ekstraksi Tanaman 
Pada proses ekstraksi dilakukan di UPT Laboratorium Materia Medika. 
Waktu penelitian yaitu pada Maret 2018. 
4.2.2 Pengujian Aktivitas 
Laboratoriumm farmakologi Fakultas Kedokteran, Universitas 
Muhammadiyah Malang, Laboratorium Rumah Sakit Umum Universitas 
Muhammadiyah Malang, dan  Laboratorium Patologi Klinik Universitas 
Brawijaya. Waktu pelaksanaan kegiatan pada bulan April – Mei 2018. 
4.3 Populasi dan Sampel 
4.3.1 Populasi 
Populasi yang akan digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih wistar 
jantan dengan kriteria umur tikus yakni 8-12 minggu. Kriteria berat badan tikus 
yakni 200 g ≤  20%. Tikus yang akan digunakan dalam penelitian yakni tikus 
sehat dan aktif ditandai dengan perilaku yang normal serta tikus diadaptasi  
selama lebih dari 5 hari untuk pengadaptasian hewan coba di lingkungan yang 
baru atau di laboratorium dengan ditempatkan dalam kandang percobaan 
(BPOMRI, 2014). 
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4.3.2 Sampel dan Besar Sampel 
Sampel dipilih secara randomisasi dari populasi tikus jantan putih wistar 
(Rattus norvegicus) yang memiliki kriteria inklusi dan eksklusi. 
Kriteria Inklusi 
a. Sehat 
b. Memiliki berat badan sekitar 200 gram ≤  20% 
c. Jenis kelamin jantan 
d. Berusia sekitar 8-12 minggu 
e. Bulu putih 
f. Tikus aktif 
Kriteria Eksklusi 
a. Sakit (dengan ciri-ciri mengalami bulu rambut yang kusam, mengalami 
kerontokan atau kebotakan serta mengalami aktivitas fisik yang kurang 
atau tidak aktif, terdapat eksudat yang keluar secara tidak normal pada 
mata, mulut, anus atau genital). 
b. Mengalami penurunan berat badan yang lebih dari 10% setelah dilakukan 
masa adaptasi di laboratorium. 
c. Tidak mengalami peningkatan kadar gula darah setelah diinduksi aloksan. 
d. Tikus mati. 
(BPOMRI, 2014) 
Untuk menentukan besar sampel pada penelitian eksperimental ini, maka 
digunakan dengan rumus Federer. (Wahyuningrum & Probosari, 2012) 
 (t-1) (n-1) ≥15 
Dimana (t) adalah kelompok perlakuan, dan (n) adalah jumlah sampel 
perkelompok perlakuan. 
(t-1) (n-1) ≥15 
(6-1) (n-1) ≥15 
5(n-1)  ≥15 
5n-5   ≥15 
5n   ≥ 20 
n  ≥ 4 
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Dari hasil data perhitungan dari rumus Federer, kemudian didapatkan hasil 
data untuk replikasi dibutuhkan sebanyak minimal 4 ekor hewan coba Rattus 
norvegicus dari  setiap 6 kelompok perlakuan yang kemudian diadaptasikan 
selama 7 hari (Gani & Pitoi, 2013). 
4.4 Alat dan Bahan 
4.4.1 Alat 
Alat yang digunakan dalam pengujian sebagai berikut : 
1. Timbangan untuk menimbang berat badan tikus 
2. 
 
3. 
Timbangan kasar untuk menimbang Mangifera indica 
dan Syzygium polyanthum 
Timbangan halus untuk menimbang simvastatin dan 
glibenklamid 
4. Tempat makan tikus 
5. Botol minum tikus 
6. 
7. 
Penutup kandang dari anyaman kawat 
Kandang Tikus 
8. Sekam untuk alas 
9. Cawan Porselin 
10. Erlenmeyer 
11. Batang pengaduk 
12. Gelas Ukur 
13. Sentrifuge 
14. Spektrofotometer Uv-Vis 
15. Sonde 
16. Tabung vacutainer & Eppendorf 
17. Pipet tetes  
18. Spuit 1 ml, 3 ml, & 5 ml 
19. Oven 
20. Stick Nesco untuk pengecekan kadar gula darah dan 
kolesterol 
21. Nesco GCU untuk cek kadar gula darah dan kolesterol 
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22. Kapas 
4.4.2 Bahan 
Bahan yang digunakan dalam pengujian sebagai berikut : 
1. Hewan Percobaan 
2. Simplisia daun Mangifera indica dan daun Syzygium 
polyanthum 
3. Ekstrak daun Mangifera indica dan daun Syzygium 
4. Aquades 
5. Pakan Standar BR 1 
6. CMC-Na 0,5% 
7. Simvastatin 
8. Glibenklamid 
9. 
10. 
Etanol 95% 
NaCl 0,9% 
4.5 Prosedur Pengumpulan Data 
4.5.1 Ekstraksi Herba Daun Mangifera indica L. Var. Arumanis 
Serbuk simplisia daun Mangifera indica sebanyak 500 gram kemudian 
ditambahkan etanol 96% sebanyak 1:10 (5 L) menurut  penelitian (Hidayah, et al., 
2016) direndam selama 24 jam atau yang disebut dengan proses maserasi. Hasil 
rendaman kemudian disaring menggunakan corong buchner dan filtratnya 
ditampung dalam erlenmeyer. Residu ditambahkan etanol 96% sebanyak 1:7 (3,5 
L) menurut penelitian (Sutrisna, et al., 2011) dan diperlakukan seperti tahap 
pertama, proses ini dilakukan sebanyak 2 kali pengulangan (Ningsih, et al., 2017). 
Seluruh filtrat yang diperoleh dimasukkan dalam rotavapor dengan suhu 60ᵒC, 
titik didih 40ᵒC, dan kecepatan putaran 70 rpm selama 30 menit,  untuk 
menguapkan pelarut etanol hingga ekstrak pekat (Kamarudin, et al., 2016; 
Aboshora, et al., 2014) dan dikeringkan di dalam oven dengan suhu ˂40ᵒC hingga 
diperoleh ekstrak kental (Nematy, et al., 2015). Ekstrak kental dengan konsistensi 
semi-padat terletak diantara ekstrak cairan dan ekstrak kering yang dimana 
pelarutnya akan menghilang dari ekstrak di bawah tekanan suhu 40ᵒC (Anonim., 
2004; Aboshora, et al., 2014). 
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Gambar 4.1Skema Ekstraksi Daun Mangifera indica 
4.5.2 Ekstraksi Herba Daun Syzygium polyanthum 
Serbuk simplisia daun Syzygium polyanthum sebanyak 500 gram 
kemudian ditambahkan etanol 96% sebanyak 1:10 (5 L) menurut  penelitian 
(Hidayah, et al., 2016) direndam selama 24 jam atau yang disebut dengan proses 
maserasi. Hasil rendaman kemudian disaring menggunakan corong buchner dan 
filtratnya ditampung dalam erlenmeyer. Residu ditambahkan etanol 96% sebanyak 
1:7 (3,5 L) menurut penelitian (Sutrisna, et al., 2011) dan diperlakukan seperti 
tahap pertama, proses ini dilakukan sebanyak 2 kali pengulangan (Ningsih, et al., 
2017). Seluruh filtrat yang diperoleh dimasukkan dalam rotavapor dengan suhu 
60ᵒC, titik didih 40ᵒC, dan kecepatan putaran 70 rpm selama 30 menit,  untuk 
menguapkan pelarut etanol hingga ekstrak pekat (Kamarudin, et al., 2016; 
Aboshora, et al., 2014) dan dikeringkan di dalam oven dengan suhu ˂40ᵒC hingga 
Filtrat Residu 
Maserasi dengan etanol 96% sebanyak 3,5 L 
selama 24 jam ( diulang sebanyak 2X ) 
Residu Filtrat 
Dipekatkan dengan rotavapor hingga pekat 
Dikeringkan di dalam oven dengan suhu ˂40ᵒC 
500 gram serbuk simplisia Mangifera indica 
Maserasi dengan total pelarut 12 L etanol 96%  
Maserasi dengan pelarut 5 L etanol 96% selama 24 jam 
Disaring dengan menggunakan corong buchner 
Ekstrak kental daun Mangifera indica 
Skrining fitokimia 
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diperoleh ekstrak kental (Nematy, et al., 2015). Ekstrak kental dengan konsistensi 
semi-padat terletak diantara ekstrak cairan dan ekstrak kering yang dimana 
pelarutnya akan menghilang dari ekstrak di bawah tekanan suhu 40ᵒC (Anonim., 
2004; Aboshora, et al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Gambar 4.2 Skema Ekstraksi Syzygium polyanthum 
4.5.3 Persiapan Hewan Uji 
Pada saat penelitian, sampel atau hewan coba yang akan di gunakan adalah 
tikus putih jantan galur wistar dengan kriteria berat badan 200 g ≤ 20% dan 
memiliki usia 8-12 minggu atau 3 bulan. Sampel yang dipilih diambil secara acak 
atau randomisasi dari populasi tikus yang tersedia. Kemudian dilakukan adaptasi 
Filtrat Residu 
Maserasi dengan etanol 96% sebanyak 3,5 L jam 
( diulang sebanyak 2X ) 
Residu Filtrat 
Dipekatkan dengan rotavapor hingga pekat 
Dikeringkan di dalam oven dengan suhu ˂40ᵒC 
 
500 gram serbuk simplisia Syzygium polyanthum 
Maserasi dengan total pelarut 12 L etanol 96%  
Maserasi dengan pelarut 5 L etanol 96% selama 24 jam 
Disaring dengan menggunakan corong buchner 
Ekstrak kental daun Syzygium polyanthum 
Skrining fitokimia 
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terhadap tikus putih selama lebih dari 5 hari agar dapat menyesuaikan kondisi 
pada keadaan tempat sebelum dilakukannya percobaan. Tikus akan ditempatkan 
pada kandang plastik dan ditutup dengan kawat ram serta dialasi dengan sekam 
yang dimana masing-masing setiap kandang berisikan 4 ekor tikus putih dan 
dipisahkan oleh sekat. Sehingga masih ada interaksi antar tikus satu dengan tikus 
lainnya, yang meminimalkan resiko stress pada tikus. Suhu ruangan yang 
digunakan adalah 22˚±3˚C dengan kelembapan relatif yakni 30-70% serta 
pertukaran gelap dan terang yaitu setiap 12 jam. Pakan yang diberikan sebanyak 
10% dari berat badan tikus. Pakan diberikan setiap pagi hari dan sore hari dan 
untuk air minumnya diberikan ad libitum. Pergantian air minum dilakukan setiap 
hari. (BPOMRI, 2014) 
Setelah masa adaptasi, hewan coba kemudian dikelompokkan berdasarkan 
kelompok perlakuan yang diberikan tanda pada bagian ekor agar dapat 
membedakan antara tikus satu dengan tikus lainnya. Dimana antar kelompok 
perlakuan adalah K (+), K (-), P1, P2 dan P3 yang akan diinduksi dengan aloksan 
dan dicampurkan dengan pakan standart. Sedangkan KS -nya diberi pakan 
standart. 
4.5.4 Pembuatan Dosis Aloksan 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya oleh (Sujono & 
Sutrisna, 2010) pemberian induksi aloksan pada hewan uji dengan dosis 150 
mg/kg BB dengan larutan NaCl 0,9% diinjekasi intraperitonial. Dosis aloksan 
yang diberikan pada tikus standar 200 g ≤ 20% yaitu 30 mg/200 g BB tikus. 
Volume pemberian maksimal pada tikus standar yang diinjeksikan secara 
intraperitoneal yaitu, 2,0-5,0 mL. Pada penelitian ini, kosentrasi aloksan yang 
diberikan pada tikus standar adalah 30 mg/2 mL. 
Pengukuran glukosa darah dilakukan pada hari ke-1, 4, 8, dan 15 yang 
sebelumnya tikus diinduksi aloksan (GD1). Pada hari kedelepan, mengalami 
kenaikan kadar glukosa darah puasa diatas 140 mg/dL (Studiawan, 2005). Kadar 
glukosa plasma sudah mengalami kenaikkan jika kadar glukosa darah >200 
mg/dL yang dinyatakan telah mengalami diabetes (Sunarsih, et al., 2007). 
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4.5.5 Penentuan Dosis Kombinasi Ekstrak Daun Mangifera indica L. Var. 
Arumanis dan Daun Syzygium polyanthum 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya (Handayani & 
A., 2017) pemberian ekstrak etanol daun Mangifera indica dengan dosis 8,4 
mg/20 gBB mencit, aktivitasnya dapat menurunkan kadar glukosa darah dan pada 
penelitian yang dilakukan oleh (Nugraha, 2011) pemberian ekstrak etanol daun 
Syzygium polyanthum dengan dosis 720 mg/200 gBB tikus, aktivitasnya dapat 
menurunkan kadar LDL secara signifikan. Sehingga, pada penelitian ini 
digunakan kombinasi dari perbandingan kedua dosis tanaman tersebut. 
Dari uraian diatas maka pada penelitian dilakukan kombinasi daun 
Mangifera indica dan daun Syzygium polyanthum dengan perbandingan dosis 
sebagai berikut : 
- 1 : 1 2⁄  ( 84 mg/200gBB : 360 mg/200gBB ) 
- 1 2⁄  : 
1
2⁄  ( 42 mg/200gBB : 360 mg/200gBB ) 
- 1 2⁄  : 1 ( 42 mg/200gBB : 720 mg/200gBB ) 
4.6 Skirining Fitokimia Dengan Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Uji KLT pada ekstrak etanol daun Mangifera indica L. varian arumanis dan 
Syzygium polyanthum yang masing-masing ditimbang sebanyak 0,5 gram. 
Kemudian dilarutkan dalam etanol 95% sebanyak 1 ml didalam botol vial. 
Kemudian larutan di sonifikasi selama 5 menit atau hingga ekstrak menjadi larut 
dan homogen. Larutan ditotolkan pada fase diam sebanyak 2 pipa kapiler 5 µl 
(Widyawati, et al., 2015).. 
Bahan yang digunakan untuk uji KLT : 
Fase diam : Kiesel grl GF 254 
Fase gerak  : N-heksan – etil asetat (8:2) 
Tabel IV. 1 Penampak Noda untuk Uji Kromatografi Lapis Tipis 
No. Senyawa Penampak Noda Warna Noda 
(Secara Visual) 
1. Alkaloid Dragendorf Jingga 
2. Flavonoid Asam Sulfat 10% Kuning 
3. Terpenoid Anisaldehida Asam Sulfat Merah Ungu 
4. Antrakinon KOH 10% dalam Metanol Kuning, Hijau, 
Ungu 
5. Tannin  FeCl3 Hitam 
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4.7 Prosedur Pengujian 
Pada pengujian menggunakan tikus galur wistar jantan dengan berat 200 
gram ≤ 20% berusia 8-12 minggu sejumlah 36 ekor. Dimana tikus dibagi menjadi 
6 kelompok, masing-masing terdiri dari 6 ekor tikus dalam satu kelompok 
pengujian : 
1. Dilakukan pengadaptasian pada hewan coba selama 7 hari dengan pakan 
standar selama 7 hari (minggu ke- 1) 
2. Setelah diadaptasikan, pada kelompok sehat (Ks) diberikan pakan standart, 
K(+), K(-), P1, P2, dan P3 diberikan pakan standart dan aloksan selama 10 hari 
(minggu ke- 2&3) untuk meningkatkan kadar diabetes disertai kolesterol 
pada hewan coba. 
3. Kemudian dilakukan pemberian bahan uji pada masing-masing kelompok 
(minggu ke- 4&5) 
 K+ : Kelompok kontrol positif diberi pakan standart dan aloksan serta 
simvastatin 10 mg/kgBB (Pichandi, et al., 2011) dan Glibenklamid 5 
mg/kgBB (Goyal, et al., 2010) selama 7  hari. 
 K- :  Kelompok kontrol negatif diberi pakan standar dan aloksan 
selama 7  hari. 
 Ks : Kelompok sehat diberi pakan standart tanpa ada perlakuan selama 
7 hari. 
 P1 : Kelompok uji diberi pakan standart dan aloksan serta kombinasi 
ekstrak etanol daun Mangifera indica dan Syzygium polyanthum (1 : 
1
2⁄ ) yaitu, 84 mg/200gBB : 360 mg/200gBB selama 7 hari. 
 P2  :  Kelompok uji diberi pakan standart dan aloksan serta kombinasi 
ekstrak etanol daun Mangifera indica dan Syzygium polyanthum (1 2⁄ : 
1
2⁄ ) yaitu, 42 mg/200gBB : 360 mg/200gBB selama 7 hari. 
 P3 :  Kelompok uji diberi pakan standart dan aloksan serta kombinasi 
ekstrak etanol daun Mangifera indica dan Syzygium polyanthum (1 2⁄  : 
1 ) yaitu, 42 mg/200gBB : 720 mg/200gBB selama 7 hari. 
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4. Dilakukan pengambilan sampel darah pada msing-masing kelompok dan 
diukur kadar LDL (minggu ke- 6) 
4.8 Pengukuran Kadar LDL 
4.8.1 Pengukuran Kadar Gula Darah Puasa Hari Ke-3 (72 jam) Setelah 
Diinduksi Aloksan 
Tikus dipuasakan terlebih dahulu selama 16 jam dengan tetap diberikan 
minum dan sekamnya dibuang (Studiawan, 2005). Kemudian, darah diambil pada 
bagian ekor tikus, dengan cara memotong ujung ekor tikus dan kadar gula darah 
puasa diukur pada alat glucose, cholesterol, uric acid (GCU)  (Prakoso, et al., 
2016). 
Pertama, bagian ekor tikus dibersihkan kemudian di swibe dengan alcohol 
70%. Kedua, pada bagian ujung ekor tikus di potong dengan menggunakan 
gunting bedah. Ketiga, darah tikus yang mengalir diteteskan pada stik glukosa 
yang ada pada alat GCU. Keempat, kadar gula darah akan tertera pada alat GCU.  
4.8.2 Pengukurun Kadar LDL Pada Hari Ke-7 Setelah Pemberian 
Perlakuan 
Tikus dipuasakan terlebih dahulu selama 16 jam dengan tetap diberikan 
minum dan sekamnya dibuang (Studiawan, 2005). Kemudian, tikus di anestesi 
dengan cara diberikan kloroform cair pada kapas yang dimasukkan ke dalam 
chamber dan ditutup rapat. Setelah tikus tidak sadarkan diri segera di lakukan 
pembedahan. Pertama, digunting bagian kulit perut tikus dengan gunting hingga 
terlihat organ bagian dalam. Kedua, diambil darah pada bagian jantung ventrikel 
kiri dengan menggunakan spuit 3 ml. Ketiga, ditampung pada tabung vacutainer 
tutup berwarna merah, kemudian didiamkan 1 jam. Keempat, darah disentrifugasi 
dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Kelima, serum diambil kemudian 
ditampung dalam tabung eppendorf dan dimasukkan dalam box ice. 
(Yuly,2016;Hermayanti, et al., 2013).  
Kemudian dilakuakn penetapan kadar LDL dengan menggunakan  metode 
LDL-Cholesterol plus 2nd generation dengan tes Homogeneous enzymatic 
colorimetric assay sebagai berikut: 
Sebanyak 100 µl sampel, dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi dan 
ditambahkan 1000 µl reagen pengendap. Kemudian diinkubasi selama 15 menit 
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pada suhu ruang. Disentrifugasikan selama 20 menit dengan kecepatan 2500 rpm 
setelah itu ditentukan secara enzimatik (Hermayanti, et al., 2013). 
Setelah disentrifugasi, campuran tersebut didiamkan selama 1 jam. 
Kemudian alikuot 100 µl supernatan dari tabung sentrifugasi dan ditambahkan 
pereaksi kolesterol CHOD-PAP sebanyak 100 µl. Campuran tadi dikocok dan 
diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang. Dengan menggunakan blanko 
pereaksi CHOD-PAP. Serum darah ditentukan dengan spketrofotometer pada 
panjang gelombang 585 nm (Hermayanti, et al., 2013). 
4.9 Analisis Data 
Analisis data dalam penelitian ini yaitu, dengan menggunakan metode One 
Way ANOVA dengan Uji homogenitas dan Uji Post Hoc. Pada penelitian ini, 
terdapat tiga perbandinngan variasi dosis kombinasi ekstrak etanol daun 
Mangifera indica dan Syzygium polyanthum. Sehingga, variabel numeriknya 
adalah tiga maka digunakan metode One Way ANOVA karena terdapat variabel 
numerik lebih dari dua. Metode ini menggunakan soft ware SPSS( Statistic 
Program for Social Science ) 21.0 for windows. Sebelum dilakukan pengolahan 
data yang akan digunakan untuk statistik parametrik (statistik inferensial). Data 
yang memiliki sifat homogen adalah dengan signifikansi > 0,05. Kesimpulan 
yanga dapat diterima untuk hipotesis dapat dilihat jika nilai signifikannya 
diperoleh dari hasil analisa anova yaitu <0,05. 
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4.10 Alur Penelitian 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3 Skema Alur Penelitian 
Diadaptasi selama 7 hari dan diberi pakan standar 
Rattus norvegicus jantan 
Kelompok 
Kontrol 
Negatif 
(K-) 
Kelompok 
Sehat 
(Ks) 
Kelompok 
Kontrol 
Positif 
(K+) 
Kelompok 
Perlakuan 1 
(P1) 
Kelompok 
Perlakuan 2 
(P2) 
Kelompok 
Perlakuan 3 
(P3) 
Perlakuan selama 7 hari 
Pengambilan sampel darah dan pengukuran kadar LDL 
Analisis data 
Diberi 
Simvastat
in 
(10mg/kg
BB) & 
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Diberikan 
EEMI & 
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EEMI & 
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BB 
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EEMI & 
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mg/200g
BB 
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